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RIASSUNTO 
 
La Tireoglobulina (Tg) è il marcatore del carcinoma differenziato della tiroide di 
origine follicolare (CDT) dopo l’intervento di tiroidectomia totale. La sua presenza 
indica la persistenza di tessuto tiroideo residuo, la sua assenza la remissione della 
malattia. Il limite principale del dosaggio della Tg è rappresentato dall’interferenza 
esercitata dagli anticorpi anti-tireoglobulina circolanti (AbTg), che solitamente inducono 
una sottostima dei valori di Tg circolante fino a valori inappropriatamente indosabili. 
Questo lavoro ha avuto un duplice scopo: 1. chiarire il significato clinico dei bassi valori 
di AbTg circolanti nel carcinoma differenziato della tiroide e definire l'interferenza degli 
AbTg sulla misurazione della Tg sia in-vitro che in-vivo; 2. indagare il loro ruolo nella 
clearance della Tg circolante. 
Per chiarire il significato clinico dei bassi valori di AbTg (studio 1), abbiamo 
correlato le concentrazioni di Tg e i livelli degli AbTg con la stadiazione post-
tiroidectomia di 177 pazienti con carcinoma differenziato della tiroide di origine 
follicolare. Mentre la Tg veniva misurata con un’unica metodica, di tipo immunometrico 
(IMA), che è la metodica attualmente di riferimento, gli AbTg venivano misurati con 6 
metodi diversi (3 IMA non competitivi e 3 radioimmunologici [RIA] competitivi).  Un 
ulteriore scopo dello studio era il confronto dei diversi metodi di dosaggio nella 
misurazione dei bassi livelli di AbTg. Tutti i pazienti presentavano tessuto tiroideo 
residuo e 10 avevano una malattia metastatica. Pertanto la Tg circolante doveva 
risultare dosabile in tutti i pazienti, mentre risultava indosabile in 49 casi. A seconda del 
kit utilizzato per il dosaggio degli AbTg, i valori mediani della Tg erano 7,0-10,9, 0,0-5,3 
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e 0,0-0,0 ng/ml nei pazienti con autoanticorpi indosabili, borderline (valori compresi tra 
la sensibilità analitica e il cut-off di positività) e positivi (p<0,001). Valori di Tg 
indosabile si associavano a livelli di AbTg borderline in 5 metodi di dosaggio. La Tg 
risultava indosabile solo in 2 pazienti con metastasi, entrambi con AbTg positivi in 
almeno 3 metodi.  Al contrario, nessun paziente con Tg indosabile e AbTg indosabili o 
borderline aveva metastasi. 
Per determinare se l’indosabilità della Tg era dovuta all’interferenza degli AbTg 
sul dosaggio della Tg in-vitro, abbiamo incubato i sieri di 67 pazienti con Tg indosabile 
e AbTg a basso titolo con 4 campioni contenenti Tg ad alta concentrazione che erano 
stati diluiti a concentrazioni comprese fra 0,1 e 330 ng/ml. La percentuale di recupero 
della Tg permetteva di definire l’entità dell’interferenza degli AbTg. Gli AbTg 
interferivano in maniera significativa con il recupero della Tg (p<0,001 per tutte le 
concentrazioni), ma livelli più bassi di anticorpi non precludevano il recupero della Tg. 
Pertanto i bassi titoli degli AbTg, mentre influenzano parzialmente il dosaggio 
della Tg in-vitro, possono renderla indosabile in-vivo in pazienti con residuo tiroideo 
post-tiroidectomia.  Comunque, l’associazione di Tg indosabile con titoli bassi di AbTg 
(misurati con i metodi più sensibili) esclude la presenza di una malattia metastatica. 
Sulla base di questi risultati, abbiamo deciso di valutare il ruolo svolto dagli AbTg nella 
clearance della Tg. Nei modelli animali sperimentali di tiroidite autoimmune è stato 
infatti dimostrato che gli AbTg accelerano la clearance della Tg in-vivo.  
Sulla base di questi dati nell’animale e dei nostri risultati che mettono in 
evidenza l’interferenza degli AbTg sul dosaggio della Tg in-vivo ma non in-vitro, 
abbiamo deciso di utilizzare come modello umano i soggetti che vengono sottoposti al 
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trattamento con 131I per ipertiroidismo autoimmune (da morbo di Basedow-MB).  
Anche nell'uomo, gli autoanticorpi potrebbero legare la Tg, rimuoverla dal circolo 
e quindi renderla indosabile. Alla luce dei risultati descritti sopra, che evidenziavano 
l’interferenza di AbTg a basso titolo solo in-vitro ma non in-vivo, abbiamo deciso di 
indagare il comportamento della Tg in presenza e in assenza di anticorpi diretti contro 
di essa in pazienti affetti da Morbo di Basedow. 
Venivano raccolti i sieri di 30 pazienti trattati con 131I al momento del trattamento e a 
intervalli di 15 giorni fino a 90 giorni. La Tg e gli AbTg venivano misurati con metodiche 
IMA. La Tg, dosabile in tutti i pazienti, aumentava fino al giorno 30, per poi diminuire, 
mentre gli AbTg rimanevano stabili fino al giorno 30 per poi aumentare fino al giorno 
90. Vi era una correlazione inversa, significativa tra concentrazione della Tg e livelli 
degli AbTg in tutti i prelievi tranne che al giorno 15. Quando i pazienti venivano 
suddivisi in due gruppi, uno con AbTg indosabili al tempo 0 e uno con AbTg dosabili, 
nel secondo gruppo le concentrazioni della Tg erano più basse al tempo 0 e in tutti i 
prelievi tranne al giorno 15 e al giorno 90. La media delle concentrazioni della Tg era 
più bassa nel gruppo con AbTg dosabili rispetto a quello con AbTg indosabili.   
Questi risultati evidenziano che nell’uomo, come nell’animale, gli AbTg 
accelerano la clearance della Tg e ne determinano la scomparsa. Pertanto gli AbTg 
inducono una Tg indosabile in-vitro non per una mera interferenza analitica ma perché 
ne hanno causato la scomparsa in-vivo.  
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INTRODUZIONE 
 
 Il carcinoma differenziato della tiroide (CDT), in particolare il carcinoma 
papillare, è la forma tumorale del sistema endocrino più comune negli USA. 
Infatti la prevalenza è del 10,3% nelle donne e del 2,2% negli uomini (1,2). La 
Tireoglobulina (Tg) è una glicoproteina solubile di elevato peso molecolare 
(660 kDa), costituita da due subunità identiche, prodotta esclusivamente da 
cellule tiroidee sia normali che neoplastiche (3). Questa molecola è il 
precursore degli ormoni tiroidei e durante la fase di sintesi e rilascio ormonale 
viene polimerizzata e degradata, subendo una serie di modifiche post-
trascrizionali. Il trattamento tradizionale del CDT è la tiroidectomia seguita 
dall’ablazione del residuo tiroideo con 131I. La Tg è il marcatore utilizzato per 
seguire i pazienti affetti da CDT dopo l’intervento di tiroidectomia (ed eventuale 
ablazione con 131I) per individuare la persistenza della malattia. Il rilievo di Tg 
indosabile ed ecografia del collo negativa indicano la remissione della malattia 
(4). 
Gli anticorpi antitireoglobulina circolanti (AbTg), insieme a quelli diretti 
contro la tireoperossidasi (AbTPO) e il recettore del TSH (TRAb) sono i 
marcatori delle malattie tiroidee autoimmuni, in particolare la tiroidite di 
Hashimoto e il morbo di Basedow (MB). Gli AbTg sono presenti nel 40-61% dei 
pazienti con HT, nel 35-49% dei pazienti con MB, ma anche nell’1-4% della 
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popolazione “sana”, e nel 7,5-25% dei pazienti con CDT (5,6). 
In presenza di AbTg il dosaggio della Tg risulta inaffidabile. Infatti gli AbTg 
interferiscono con la misurazione della Tg, determinandone una sovrastima o 
una sottostima a seconda del metodo utilizzato per il dosaggio della Tg stessa 
(7,8). Il dosaggio degli AbTg è obbligatorio in tutti i pazienti in cui si esegue il 
dosaggio della Tg ed è considerato un surrogato della Tg per la valutazione 
post-tiroidectomia dei pazienti con Tg indosabile e AbTg positivi. 
I metodi di dosaggio immunometrici (IMA) per la Tg, che sono quelli più 
sensibili attualmente, possono sottostimare il valore della Tg in presenza di 
AbTg. 
Quale sia la concentrazione soglia degli AbTg che determini interferenza è 
oggetto di discussione. Comunque è ormai chiaro che valori di AbTg circolanti 
al di sotto dei cut-off di positività riportati dai kit commerciali (che sono stati 
determinati per identificare i pazienti con malattia autoimmune della tiroide) 
possano interferire con il dosaggio della Tg. 
Nel primo studio abbiamo valutato l’influenza dei bassi livelli di AbTg 
circolanti nel dosaggio della Tg in un gruppo di pazienti con CDT e tessuto 
tiroideo residuo post-tiroidectomia. In aggiunta è stata valutata l’interferenza 
degli AbTg a basso titolo sul dosaggio della Tg in-vitro, incubando sieri di 
pazienti con bassi livelli di AbTg (e Tg indosabile) con sieri di pazienti con 
malattia metastatica della tiroide, alte concentrazioni di Tg (e AbTg indosabili), 
che venivano diluiti in modo da ottenere basse concentrazioni di Tg. La 
quantità di Tg recuperata dopo l’incubazione con i sieri contenenti AbTg 
indicava l’entità dell’interferenza degli AbTg sul dosaggio della Tg in-vitro.  
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La dimostrazione che gli AbTg interferiscono con il dosaggio della Tg in-vivo 
ma non in-vitro ci ha indotti a eseguire la seconda parte dello studio, in cui 
abbiamo voluto verificare se gli AbTg influenzino la clearance della Tg. Studi 
negli animali hanno dimostrato che gli AbTg accelerano la clearance della Tg 
(9). Abbiamo pertanto valutato l’andamento delle concentrazioni della Tg e dei 
livelli degli AbTg nei soggetti sottoposti a trattamento con 131I per MB. È noto 
che il trattamento con 131I determina, a seguito del danno cellulare, il rilascio in 
circolo della Tg e l’incremento degli AbTg (10). 
  10 
 
SCOPO DELLA TESI 
 
Lo scopo dello studio è stato la valutazione dell’interferenza dei bassi livelli di 
AbTg sul dosaggio della Tg e il loro significato clinico.  
Nella seconda parte dello studio è stato valutato il ruolo degli AbTg nella clearance 
della Tg circolante.  
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Parte 1: Significato della presenza di anticorpi anti-tireoglobulina (AbTg) circolanti a 
basso titolo associati a tireoglobulina (Tg) indosabile dopo tiroidectomia per 
carcinoma differenziato della tiroide (CDT) 
 
MATERIALI e METODI 
 
 
a- Pazienti per la valutazione dei livelli di AbTg interferenti sul dosaggio 
della Tg in-vivo 
Per questo studio sono stati valutati 177 di pazienti, affetti da CDT (età: 
47,0 [37,0-54,0], [mediana e 25-75 percentile]), giunti all’attenzione dei medici 
del Dipartimento di Endocrinologia, Università di Pisa, Presidio Ospedaliero di 
Cisanello tra il 2007 e il 2009. La stadiazione del tumore, secondo la 
classificazione TNM era la seguente: 80 pazienti T1, 31 pazienti T2, 64 pazienti 
T3, 2 pazienti T4; 117 pazienti Ta, 60 pazienti Tb; 152 pazienti N0, 25 pazienti 
N1; 174 pazienti M0, 3 pazienti M1. I sieri dei pazienti sono stati raccolti 3 mesi 
dopo l’intervento di tiroidectomia, prima dell’ablazione con 131I, in sospensione 
della terapia soppressiva con levo-tiroxina. Tutti i pazienti sono stati sottoposti 
ad ecografia del collo e alla captazione alla 24 h (attività: 50 µCi). Veniva 
eseguita una scintigrafia totale corporea (WBS) dopo la somministrazione di 
131I (attività: 30-100 mCi). Le metastasi linfonodali venivano valutate mediante 
  12 
ecografia, agoaspirazione (per la valutazione citologica e il dosaggio della Tg 
su ago) e WBS. Le metastasi a distanza venivano diagnosticate con il WBS e 
indagini radiologiche. 
 
b- Ecografia tiroidea 
L’ecografia tiroidea veniva eseguita con il macchinario della Technos (Esaote 
   Biomedica, Genova, Italia) con un trasduttore lineare di 7,5 MHz. 
 
c- Campioni per valutare l’interferenza in-vitro degli AbTg sul dosaggio della Tg 
I campioni erano stati ottenuti da 4 pazienti con metastasi da CDT, con AbTg 
circolanti indosabili e Tg rispettivamente di 49950 (Tg1), 719 (Tg2), 698 (Tg3) e 670 
ng/ml (Tg4). Inoltre sono stati raccolti 67 sieri tra il 2012 e il 2013 di pazienti con CDT, 
clinicamente guariti e con Tg indosabile e AbTg borderline (valori compresi tra la 
sensibilità analitica e il cut-off di positività) o lievemente positivi (in accordo col risultato 
del metodo IMA1-vedi dopo). Il gruppo di controllo era costituito da sieri di soggetti sani 
con Tg e AbTg  indosabili (control sera-CS- pool). 
E’ stato ottenuto il consenso informato per il prelievo e l’utilizzo dei campioni di sangue 
da tutti i soggetti coinvolti nello studio. 
 
d- Interferenza in-vitro degli AbTg sul dosaggio della Tg 
I sieri venivano diluiti per ottenere concentrazioni di Tg rispettivamente di 330, 
100, 33, 10, 3,3, 1,0, 0,33 and 0,1 ng/ml (5 campioni ottenuti diluendo il siero Tg1, 24 il 
Tg2, 21 il Tg3 e 17 il Tg4 per un totale di 67 campioni per ogni concentrazione di Tg). 
Ogni siero diluito veniva incubato (1:1), per 3h a 37°C con uno dei 67 sieri di pazienti 
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con CDT, che contenevano AbTg circolanti borderline (>6 e ≤30 IU/ml, n. 39) o 
lievemente positivi (n. 28). La variazione percentuale del titolo della Tg dopo 
incubazione con gli AbTg veniva calcolata con la seguente formula: {1+ [(Tg siero+ 
siero con AbTg) - (Tg siero + CS pool)/ (Tg siero + CS pool)]} x100. Gli esperimenti 
venivano eseguiti due volte, in triplicato. 
 
e- Dosaggi di TSH, Tg e AbTg 
Il TSH veniva misurato con il kit Immulite 2000, Euro/DPC, Gwynedd, UK (valori 
normali 0,4-3,6 UI/ml), la Tg con il kit IMA, Access Thyroglobulin assay, Beckman 
Coulter, Inc., Fullerton CA, USA (sensibilità funzionale 0,1 ng/ml). Il coefficiente di 
variazione intra-assay andava da 2,2% (per concentrazioni di Tg=100 ng/ml) a 7,7% 
(per concentrazioni di Tg 0,1 ng/ml). Gli AbTg erano stati dosati con 3 differenti metodi 
non competitivi immunometrici (IMA): AIA-Pack 2000 TgAb, Tosoh Corporation, Tokyo, 
Giapoone (IMA 1); Immulite 2000 anti-Tg Ab, Siemens Medical Solutions Diagnostics, 
Los Angeles, CA, USA (IMA 2); Access Thyroglobulin Antibody, Beckman Coulter Inc., 
Fullerton CA, USA (IMA 3) e 3 metodi competitivi radioimmunologici (RIA): SelCo anti-
Tg, Medipan, GMBH, Berlino, Germania (RIA 1); BRAHMS anti-Tgn, BRAHMS 
Hennigsdorf, Germania(RIA 2); RADIM TgAb One Step CT, RADIM S.p.A, Roma, Italia 
(RIA 3). La sensibilità analitica e funzionale ed i limiti di positività erano rispettivamente 
6,0 - 8,0 e 30 IU/ml (IMA 1), 20, 20 e 40 (IMA 2), 0,9 -  1,2 e 4 (IMA 3), 20, 96 e 150 
(RIA 1), 20, 40 e 60 (RIA 2), 20, 49 e 70 (RIA 3). I valori di AbTg tra la sensibilità 
analitica e il limite di positività venivano considerati borderline (>6 e ≤30 per IMA1, >20 
e ≤40 per IMA 2, >1,2 e ≤4 per IMA3, >96 e ≤150 per RIA1, >40 e ≤60 per RIA2 e >49 
e ≤70 per RIA3). 
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f- Analisi statistica 
Il numero dei campioni con Tg misurabile e i livelli degli AbTg venivano 
confrontati con il test del χ2, mentre le concentrazioni di Tg con il test di Kruskal-Wallis. 
Le analisi con le curve ROC veniva utilizzata per identificare il valore limite migliore per 
ogni metodo di dosaggio degli AbTg in grado di discriminare tra Tg dosabile ed 
indosabile in termini di sensibilità e specificità. La sensibilità era definita come la 
percentuale di campioni con Tg indosabile che hanno un valore di AbTg maggiore del 
cut-off , mentre la specificità era la percentuale di campioni con Tg dosabile che hanno 
un valore di AbTg inferiore al cut-off . La correlazione di Spearman (rho) era utilizzata 
per quantificare l’associazione tra i livelli di AbTg e gli esperimenti di recupero della Tg 
in-vitro. I confronti post-hoc venivano effettuati usando la correzione di Bonferroni. 
 I risultati venivano riportati come mediana e range interquartile (IQR) o media e 
95% dell’intervallo di confidenza (CI). Il valore di significatività statistica assunto era 
p<0,05. 
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RISULTATI 
 
I-Caratteristiche cliniche dei pazienti 
I valori di TSH erano 54,0 (39,0-75,0) UI/ml (mediana e IQR). L’ecografia tiroidea e la 
captazione dello 131I alla 24esima ora mettevano in evidenza un residuo di tessuto tiroideo in 
tutti i pazienti (il volume tiroideo all’ecografia era 0,1 [0,0-0,5] ml, la captazione 5,5% [2,0-
10,1%]) (mediana e IQR). Un paziente presentava metastasi ossee, 1 metastasi polmonari, 1 
sia metastasi polmonari che linfonodali e 7 metastasi linfonodali. A causa della persistenza di 
tessuto tiroideo, una Tg dosabile era attesa in tutti i pazienti. 
 
II- Valori di Tg e AbTg 
La Tg era indosabile in 49 e dosabile in 128 pazienti. La figura 1 mostra il numero di 
soggetti con livelli di AbTg indosabili, borderline e positivi con i 6 metodi di dosaggio, in 
relazione ai risultati della Tg. Tra i 49 pazienti con Tg indosabile, da 7 (misurati con IMA1 e 
IMA2) a 30 (misurati con RIA2) avevano AbTg indosabili e da 15 (con RIA2) a 31 (con IMA1) 
avevano AbTg positivi. 4-12 pazienti (8,2%-24,5%) con Tg indosabile e 0-39 pazienti (0,0%-
30,5%) con Tg dosabile avevano valori borderline di AbTg.   
I valori della Tg erano diversi in maniera significativa nei pazienti con AbTg indosabili, 
borderline o positivi in accordo con i risultati dei sei metodi di dosaggio (p<0,001 per tutti e 6 i 
metodi) (Tabella1). Confrontandoli con quelli dei pazienti con AbTg indosabili, i valori della Tg 
erano più bassi nei pazienti con AbTg borderline (in accordo con i risultati dei 3 IMA, ma non 
dei 3 RIA) ed anche in quelli con AbTg positivi. 
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III- Correlazione tra valori di AbTg positivi e Tg indosabile in-vivo 
Abbiamo stabilito per ognuno dei 6 metodi di dosaggio degli AbTg il valore che 
correlava con quello di Tg indosabile (in-vivo “cut-off di interferenza”) tramite l’analisi con le 
curve ROC (Figura 2 e Tabella 2). Tali livelli erano più bassi rispetto ai cut-off di positività in 
tutti i metodi, fatta eccezione per l’ IMA2 (41 vs 40 IU/ml). Il cut-off di interferenza del metodo 
RIA1 era inferiore a quello di sensibilità funzionale, mentre quelli dei metodi RIA2 e RIA3 
erano 0,0 IU/ml. Messi a confronto con i cut-off di positività, quelli di interferenza mostravano 
una sensibilità più elevata e una più bassa specificità (Tabella 2). 
 
IV- Valori di Tg, livelli degli AbTg e stadio clinico postoperatorio 
Dei 10 pazienti con metastasi, la Tg era dosabile in 8 (range: 2,5-106 ng/ml) e 
indosabile in 2, uno con metastasi a distanza e uno con linfonodi metastatici (Tabella 3). Il 
primo paziente aveva livelli di AbTg positivi, secondo i 3 metodi IMA, inferiori alla sensibilità 
analitica dei metodi RIA1 e RIA2 ed indosabili per il metodo RIA3; il secondo paziente aveva 
livelli di AbTg positivi con tutti e 6 i metodi. Al contrario, tra i pazienti con Tg indosabile, quelli 
con AbTg indosabili (7 per l’IMA1, 7 per l’IMA2 e 12 per l’IMA3) o borderline (11 per l’IMA1, 
12 per l’IMA2 e 9 per l’IMA3) secondo i tre kit più sensibili (Figura 1A) mostravano tutti 
tessuto tiroideo residuo. 
 
V- Interferenza in-vitro degli AbTg sul dosaggio della Tg 
Il recupero della Tg dopo incubazione di sieri diluiti dei campioni Tg1, Tg2, Tg3 e Tg4 
con i 39 sieri con AbTg borderline (>6 e ≤30 IU/ml) e con i 28 con AbTg lievemente positivi 
(IMA1) sono riportati in Figura 3. Veniva osservata una correlazione inversa statisticamente 
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significativa tra i livelli di AbTg e la percentuale di recupero della Tg a tutte le concentrazioni 
(rho variava da -0,69 a -0,47) (p<0,001 per tutte le diluizioni della Tg). La correlazione 
diventava non significativa quando l’analisi veniva ristretta ai sieri con AbTg borderline (rho da 
-0,28 a 0,15, p da 0,09 to 0,99). Il numero di campioni che mostrava interferenza (recupero 
della Tg superiore al coefficiente di variazione intra-assay) variava da 50 (alla concentrazione 
di Tg di 330,0 ng/ml) a 62 (alle concentrazioni di Tg 0,1 e 0,33 ng/ml). Nella maggior parte dei 
casi i valori della Tg venivano sottostimati, mentre pochi campioni mostravano una 
sovrastima, soprattutto per i titoli di AbTg più bassi. Nessun campione con livelli bassi di 
AbTg presentava un recupero della Tg dello 0% (Tg indosabile). I recuperi erano simili 
indipendentemente dal campione contenente Tg (Tg1, Tg2, Tg3 e Tg4). 
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Parte 2: Effetto degli AbTg sulla clearance della tireoglobulina nell’uomo 
 
MATERIALI e METODI 
 
A- Gruppo di studio 
Sono stati raccolti i sieri di 30 pazienti, affetti da MB, giunti all’attenzione dei medici del 
Dipartimento di Endocrinologia, Università di Pisa, Presidio Ospedaliero di Cisanello tra il 
2011 e il 2012. I pazienti avevano fornito il loro consenso scritto. I campioni sono stati raccolti 
il giorno del trattamento con I131 (attività 15 mCi) (giorno 0, 30 pazienti) e 15 (25 pazienti), 30 
(28 pazienti), 45 (24 pazienti), 60 (24 pazienti), 75 (21 pazienti) e 90 giorni dopo (27 pazienti). 
Tutti i pazienti sono stati sottoposti al trattamento con tiamazolo prima dello I131. Ad ogni 
controllo sono stati misurati FT4, FT3, TSH, Tg, AbTg, anticorpi anti-tireoperossidasi (AbTPO) 
e anticorpi anti-recettore del TSH (TRAb). L’ecografia tiroidea era stata eseguita al giorno 0, 
30, 60 e 90. I pazienti iniziavano la terapia sostitutiva con levo-tiroxina quando ipotiroidei o 
riprendevano il tiamazolo se la tireotossicosi persisteva dopo il trattamento con I131. Tutti i 
pazienti presentavano un’oftalmopatia lieve e venivano trattati con prednisone per os (20-30 
mg/die; 0,4-0,5 mg/kg peso corporeo al giorno), a scalare, sospeso dopo 90 giorni. 
 
B- Dosaggi di FT4, FT3, TSH, Tg, AbTg, AbTPO e TRAb 
FT4 e FT3 venivani misurati con il kit free T4 e free T3 reagent packs (Ortho-clinical 
Diagnostics Inc., Rochester, NY, USA) (valori normali 7,0–17,0 pg/ml e 2,7–5,7 pg/ml, 
rispettivamente). Il TSH era dosato con il kit Immulite 2000 (Euro/DPC, Gwynedd, UK) (valori 
normali 0,4–3,6 µU/mL); la Tg con un saggio IMA (Access Thyroglobulin assay; Beckman 
Coulter, Inc., Fullerton CA) (sensibilità funzionale 0,1 ng/ml); gli AbTg e gli AbTPO con il kit 
  19 
AIA-Pack 2000 (sensibilità analitica 6 IU/mL e 3 IU/ml, cut-off di positività 30 e 10, 
rispettivamente), entrambi prodotti dalla Tosoh Corporation, Tokyo, Giappone. I TRAb 
venivano misurati con il metodo RIA Brahms TRAk human (Hennigsdorf, Germania) 
(sensibilità analitica 1 IU/ mL, cut-off 1,5). 
 
C- Ecografia Tiroidea 
L’ecografia tiroidea veniva eseguita con il macchinario della Technos (Esaote 
Biomedica, Genova, Italia) con un trasduttore lineare di 7,5 MHz. 
 
D- Analisi Statistica 
I risultati descrittivi delle misurazioni sono stati presentati come mediana e range 
interquartile (IQR: 25th–75th percentile). L’analisi dei mixed models per misure ripetute veniva 
utilizzata per valutare l’andamento di Tg e AbTg nel corso tempo. Prima dell’analisi i dati 
venivano sottoposti alla trasformazione logaritmica per ottenere una distribuzione normale e 
venivano riportati come media geometrica e 95% dell’intervallo di confidenza (95% CI). La 
correlazione di Spearman (ρ) veniva utilizzata per valutare l’associazione tra Tg e AbTg ad 
ogni misurazione. I confronti erano considerati statisticamente significativi per valori di 
p<0,05. 
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RISULTATI 
 
1-Variazioni nei livelli di T3, T4, TSH, AbTPO, TRAb e volume tiroideo (VTS) 
In Tabella 4 vengono mostrate le variazioni delle concentrazioni di T3, T4, TSH, 
AbTPO e del VTS dopo trattamento con 131I. A 90 giorni dal trattamento, 21 pazienti stavano 
assumendo levo-tiroxina, la maggior parte avendo iniziato a 60 (n. 6) o a 75 giorni (n. 9).  Tre 
pazienti erano stati trattati in maniera discontinua con tiamazolo prima dei 90 giorni. Il titolo di 
AbTPO e TRAb aumentava progressivamente, mentre il VTS diminuiva gradualmente dopo lo  
I131. 
 
2- Cambiamenti nelle concentrazioni di Tg e AbTg   
La Tg era dosabile in tutti i pazienti. Il titolo della Tg aumentava da 33,2 (17,8-61,0) 
ng/ml (media geometrica e 95% CI) al giorno 0 a 214,6 (116,9-393,4) ng/ml al giorno 30 e poi 
diminuiva fino a 10,9 (5,5-20,9) ng/ml  al giorno 90. 
I livelli degli AbTg (prima del trattamento: 23,6 [10,5-52,9] IU/ml [media geometrica e 95% 
CI]), rimanevano stabili fino al 30 giorno (24,1 [10,8-54,1] IU/mL) per poi aumentare fino a 
116,6 (51,9-262,2) IU/ml al giorno 90 (fig. 4). 
 
3- Correlazione tra i valori della Tg e quelli degli AbTg 
La Tg e gli AbTg presentavano una correlazione inversa, statisticamente significativa 
ad ogni tempo, con l’eccezione del giorno 15 (fig. 5). 
 
4- Variazioni del titolo della Tg rispetto ai livelli basali degli AbTg 
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I pazienti venivano suddivisi in due gruppi, in riferimento ai livelli basali degli AbTg 
(giorno 0): indosabili (<6 IU/l: 9 pazienti) o dosabili (≥6: 21 pazienti). Il VTS era simile nei due 
gruppi (16,0±8,0 ml [mediana e IQR] nei pazienti con AbTg indosabili vs. 19,0±9,8 ml in quelli 
con AbTg dosabili) (p=0,47). 
Confrontando i pazienti con AbTg indosabili, quelli con anticorpi dosabili mostravano 
livelli di Tg significativamente più bassi al tempo 0 (20,3 [10,1-40,2] [media geometrica e 95% 
CI] vs. 101,8 [36,6-279,8] ng/ml), al giorno 30 (146,5 [74,3-287,8] vs. 514,8 [187,8-1407,9] 
ng/ml), al giorno 45 (87,5 [43,1-176,6] vs. 337,9 [120,1-947,0] ng/ml), al giorno 60 (61,6 [31,0-
121,4] vs. 255,8 [79,0-823,8] ng/ml) e al giorno 75 (24,5 [11,9-49,2] vs. 249,5 [63,5-971,1] 
ng/ml), mentre mostravano concentrazioni simili al giorno 15 e al giorno 90. Nei pazienti con 
AbTg dosabili, il valore massimo della Tg (182,5 [92,0-361,0] ng/mL) era più basso ed era 
osservato prima (giorno 15) rispetto a quello osservato nei pazienti con AbTg indosabili 
(514,8 [187,8-1407,9] ng/ml al giorno 30). Le concentrazioni più basse di Tg erano presenti al 
giorno 90 in entrambi i gruppi (7,3 [3,2-15,4] vs. 26,7 [9,1-74,6] ng/ml). Nel complesso i livelli 
di Tg dal giorno 0 al giorno 90 erano inferiori nei pazienti con AbTg dosabili rispetto a quelli 
con AbTg indosabili (p<0,001 con l’analisi dei mixed models) (fig. 6). Anche la media dell’area 
sottesa alla curva (AUC) delle concentrazioni della Tg era minore nei pazienti con AbTg 
dosabili (17340,0 ± 16481,0) (media e 95% CI) rispetto a quelli con anticorpi indosabili 
(36883,0 ± 44625,0) (p=0,02) (fig.7). 
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DISCUSSIONE 
 
La Tg è il marcatore specifico del tessuto tiroideo ed è prodotta sia dalle cellule 
follicolari normali che da quelle di origine tumorale. Il follow-up dei pazienti affetti da CDT 
consiste in misurazioni sequenziali della Tg sotto stimolo (in sospensione di terapia con levo-
tiroxina o dopo somministrazione di TSH umano ricombinante (rhTSH), seguite da ecografia 
tiroidea (11,12). Nei pazienti sottoposti a tiroidectomia totale e successiva ablazione con 131I,  
il reperto di Tg indosabile associato a un’ecografia del collo negativa indica la guarigione del 
CDT (13,14,15).   
Il problema maggiore legato al dosaggio della Tg è la coesistenza di AbTg. Questi 
ultimi infatti interferiscono con il dosaggio della Tg, causandone una sovrastima o una 
sottostima in base alla metodologia utilizzata (6,7,16). Pertanto gli studi clinici sulla Tg nel 
CDT vengono solitamente limitati ai pazienti con AbTg negativi o indosabili (11,12,17). Livelli 
di AbTg positivi  sono presenti soprattutto nelle malattie autoimmuni della tiroide e si ritrovano 
nel 7,5-25% dei pazienti con CDT (18), come espressione di una malattia autoimmune 
associata al tumore o di una reazione immune al carcinoma (5,6). Gli AbTg possono essere 
utilizzati in sostituzione della Tg, poiché quando sono dosabili indicano la presenza di tessuto 
tiroideo residuo. Infatti i livelli degli AbTg si correlano con lo stato clinico dei pazienti con CDT 
e la loro scomparsa con l'assenza del tessuto tiroideo residuo (13,8). 
In presenza di AbTg, la Tg viene sottostimata quando viene misurata con i metodi 
immunometrici (IMA), che sono i più sensibili attualmente utilizzati per il dosaggio della Tg 
(7,8). L'utilizzo di metodologie di dosaggio della Tg alternative, in particolare la spettroscopia 
di massa è stato proposto per superare questa interferenza. Tuttavia i risultati ottenuti non 
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sono pienamente soddisfacenti, soprattutto a causa della più bassa sensibilità della 
spettroscopia rispetto ai metodi immunometrici. Inoltre, la spettroscopia di massa è una 
metodica complessa e costosa, limitata perciò a pochi centri specializzati e deve ancora 
essere validata dal punto di vista clinico (19). Anche la metodica RIA per la Tg risente della 
presenza degli AbTg, determinando sovrastima del valore della Tg (7). 
Abbiamo deciso pertanto di chiarire il significato clinico dei bassi livelli di AbTg 
circolanti in pazienti con CDT, dopo tiroidectomia totale. In un recente lavoro avevamo 
misurato le concentrazioni della Tg (con metodica IMA) e i livelli di AbTg (con 3 metodi IMA e 
3 metodi RIA) in questi pazienti (8). Nonostante l’ecografia tiroidea e/o il WBS evidenziassero 
la presenza di tessuto tiroideo residuo in tutti i 177 pazienti, la Tg era dosabile solo in 128 
mentre era indosabile in 49 (8). La percentuale di campioni con Tg indosabile era più elevata 
nei pazienti con AbTg circolanti positivi, a conferma dell’interferenza degli AbTg sul dosaggio 
della Tg. Tra i pazienti con Tg indosabile, venivano riscontrati livelli di AbTg positivi più 
frequentemente con i 3 metodi IMA rispetto ai 3 RIA. 
In questo studio abbiamo deciso di valutare il significato clinico dei bassi livelli di AbTg 
nello stesso gruppo di pazienti. Tra i 49 pazienti con Tg indosabile (misurata con metodica 
IMA ultrasensibile), da 4 a 12 pazienti (secondo i risultati dei 6 metodi) avevano livelli di AbTg 
borderline (compresi tra i valori di sensibilità analitica e quelli dei cut-off di positività). Le 
concentrazioni di Tg nei pazienti con AbTg borderline erano più bassi rispetto a quelli con 
AbTg indosabili. Tutti i saggi presentavano in-vivo livelli di interferenza più bassi rispetto ai 
cut-off di positività, tranne l’IMA2 per il quale i due valori coincidevano. I cut-off di interferenza 
dei 3 kit RIA erano inferiori a quelli della loro sensibilità funzionale. Questi dati confermano i 
risultati discordanti ottenuti misurando gli AbTg con metodi differenti e l’impossibilità di 
confrontare i valori ottenuti con kit diversi. Infatti gli AbTg dovrebbero essere misurati sempre 
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con lo stesso saggio nel corso del monitoraggio dei pazienti con CDT (17). Tra le diverse 
metodiche, gli IMA sembrano essere più sensibili dei RIA nel rilevare gli AbTg, che 
interferiscono con il dosaggio della Tg (8). 
Quando andavamo a correlare i risultati dei dosaggi di Tg e AbTg con la stadio clinico 
post-operatorio, dei 10 pazienti con metastasi, la Tg era dosabile in 8, mentre i 2 pazienti con 
Tg indosabile avevano valori di AbTg positivi, secondo i 3 kit IMA. Comunque, i pazienti con 
Tg indosabile e AbTg indosabili o borderline, in base ai risultati dei 3 saggi IMA presentavano 
solo tessuto tiroideo residuo. Le nostre osservazioni evidenziano che, nonostante in-vivo i cut-
off di interferenza siano inferiori a quelli di positività, bassi livelli di AbTg (misurati con metodi 
sensibili) associati a un valore di Tg indosabile dopo tiroidectomia escludono la presenza di 
una malattia metastatica (4).  
 Abbiamo anche valutato l’interferenza in-vitro degli AbTg sul dosaggio della Tg. A 
questo scopo abbiamo calcolato le variazioni nella concentrazione della Tg, ottenute in 
campioni di pazienti con CDT con Tg dosabile e AbTg indosabili, dopo incubazione con sieri di 
pazienti affetti da CDT, clinicamente guariti e pertanto con Tg indosabile e AbTg borderline o 
di poco superiori al cut-off di positività. Il recupero della Tg si correlava direttamente con le 
concentrazioni della Tg e in maniera inversamente proporzionale con i livelli degli AbTg. 
L’interferenza diventava non significativa per livelli borderline di AbTg. Il riscontro di un 
recupero della Tg superiore in alcuni campioni è sorprendente ma era già stato visto da 
Spencer et al. Tali risultati evidenziano l’inaffidabilità dei test di recupero della Tg, che sono 
ancora impiegati da alcuni kit commerciali (7). 
I valori degli AbTg borderline (misurati con saggi sensibili) erano associati a Tg 
indosabile nel 18-24% dei pazienti in-vivo. La ragione principale di questa discrepanza è 
probabilmente l’aumentata clearance della Tg circolante, che avviene in-vivo a seguito della 
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formazione di immunocomplessi Tg-AbTg. Questo fenomeno è stato mostrato negli animali (9) 
e probabilmente avviene anche nell’uomo. Il rapporto  Tg/AbTg è il fattore chiave nella 
rimozione della Tg dal circolo ematico: mentre elevati livelli di AbTg possono legare una 
grande quantità di Tg, livelli bassi non sono in grado di rimuoverne una quantità significativa. 
Per verificare l’importanza degli AbTg nella clearance della Tg nell'uomo abbiamo 
utilizzato come modello sperimentale pazienti con MB sottoposti a radioiodio. Lo 131I 
costituisce uno stimolo traumatizzante sulla tiroide e sul sistema immunitario, causando 
aumento degli AbTg (10). In questi pazienti abbiamo misurato Tg e AbTg subito dopo il 
trattamento. Nei soggetti con AbTg dosabili i valori della Tg erano più bassi e tendevano a 
persistere più a lungo nel tempo, con un picco a 30 giorni; nei soggetti invece con AbTg 
indosabili, la Tg aveva valori basali più alti, un picco a 15 giorni e una scomparsa più veloce. 
 Quindi l’esistenza di una correlazione inversa tra Tg e AbTg e una clearance più 
veloce della Tg nei soggetti con AbTg dosabili depone a favore della tesi che siano gli 
anticorpi a legare la Tg e rimuoverla dal circolo. A seguito di uno stimolo antigenico (batteri, 
virus, ….etc), il sistema immunitario è indotto ad attivare una serie di risposte tra le quali la 
produzione di anticorpi specifici. Questi legano l’antigene e formano immunocomplessi, che 
innescano le reazioni della cascata complementare. I fattori complementari riducono le 
dimensioni dei complessi, rendendoli solubili e permettendone quindi la rimozione dal circolo 
ematico, mediante fagocitosi da parte delle cellule competenti di fegato e milza. Questo 
fenomeno è ben conosciuto ed è fondamentale per la rimozione di antigeni esterni dannosi, 
ma potrebbe spiegare anche l’accelerata clearance della Tg nei soggetti con autoanticorpi 
diretti verso di essa e il reperto di Tg indosabile in soggetti con AbTg.  
I nostri dati suggeriscono pertanto che l’elemento cruciale nell'interferenza degli AbTg 
sul dosaggio della Tg non sia la metodica, ma piuttosto la capacità degli autoanticorpi di 
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rimuovere dal circolo la Tg (19,20).  
In conclusione livelli bassi di AbTg interferiscono nel dosaggio della Tg in pazienti con 
CDT solo in-vivo ma non in-vitro e questo può essere spiegato dalla capacità degli anticorpi di 
legare la Tg e quindi rimuoverla più velocemente dal circolo sanguigno. 
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FIGURE e LEGENDE 
 
Figura 1. AbTg in pazienti con Tg indosabile e Tg dosabile.  
Percentuale e numero di pazienti con AbTg indosabili, borderline e positivi, misurati con 6 
metodi di dosaggio in 49 pazienti con Tg indosabile (A) e 128 pazienti con Tg indosabile (B) 
al momento dell’ablazione del tessuto tiroideo residuo. 
 
Figura 2. Analisi mediante curve ROC dei livelli di AbTg correlati con una Tg 
indosabile. 
I risultati degli AbTg con 6 metodi di dosaggio venivano correlati con la Tg indosabile in 177 
pazienti affetti da CDT al momento dell’ablazione del tessuto tiroideo residuo.   
 
Figura 3. Recupero della Tg dopo incubazione con AbTg.  
Asse X: Livelli degli AbTg. Asse Y: % di recupero, secondo la formula: {1+ [(Tg siero+ siero 
con AbTg) - (Tg siero + CS pool)/ (Tg siero + CS pool)]} x100. Linee tratteggiate orizzontali: 
coefficiente di variazione intra-assay. Linee tratteggiate verticali: cut-off di positività. 
 
Figura 4. Concentrazioni di Tg e AbTg in pazienti con MB al momento del trattamento 
con 131I. 
Giorno 0: 30 pazienti, giorno 15: 25 pazienti, giorno 30: 28 pazienti, giorno 45: 24 pazienti, 
giorno 60: 24 pazienti, giorno 75: 21 pazienti, giorno 90: 27pazienti. 
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* p<0,05 vs giorno 0 (p< 0,001 al giorno 15, al giorno 30 e 45; p= 0,001 al giorno  60 e al 
giorno 90). 
** p<0,05 vs giorno 0 (p= 0,02 al giorno 45; p<0,001 al giorno  60, al giorno 75 e al giorno 90). 
 
Figura 5. Correlazione tra i livelli degli AbTg e le concentrazioni della Tg in pazienti con 
MB dopo il trattamento con 131I. 
Giorno 0: 30 pazienti, giorno 15: 25 pazienti, giorno 30: 28 pazienti, giorno 45: 24 pazienti, 
giorno 60: 24 pazienti, giorno 75: 21 pazienti,  giorno 90: 27 pazienti. 
 
Figura 6 Cambiamenti nella concentrazione della Tg in rapporto agli AbTg indosabili 
(<6 UI/l) (n.9) e AbTg dosabili (≥6) (n. 21). 
I dati sono stati espressi come media geometrica e 95% CI. 
*p<0,01 secondo l’analisi dei “mixed models” al giorno 0, 30, 45, 60 e 75, ma non al giorno 15 
e 90. 
 
Figura 7. Confronto delle AUC della Tg nei pazienti con AbTg indosabili e AbTg 
dosabili 
Vengono mostrate le curve di andamento della Tg per ogni paziente con AbTg indosabili (9 
pz, pannello a sinistra) e dosabili (21 pz, pannello a destra), l’andamento medio della Tg (in 
rosso) per gli AbTg indosabili e dosabili (in blu) e il valore medio dell’area sottesa alla curva 
(AUC) nei due gruppi. 
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Tabella 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Tg (ng/ml) 
  
AbTg indosabili 
(IU/ml) 
AbTg Borderline 
(IU/ml) 
AbTg  Positivi 
(IU/ml) 
TgAb IMA1a 9,0-19,8 b 1,6-18,1c 0,0-0,0 d 
TgAb IMA2a 9,7-21,7 e 5,3-14,2 f 0,0-0,8 g 
TgAb IMA3a 10,9-21,4h 1,6-5,6i 0,0-0,3l 
TgAb RIA1a 7,5-19,4m 0,0-7,7n 0,0-1,3o 
TgAb RIA2a 7,0-19,1p 0,0-0,7q 0,0-1,3r 
TgAb RIA3a 7,6-19,7s 0,0-0,0t 0,0-1,6u 
Tabella 1. Tg e AbTg in 177 pazienti con CDT al momento dell’ablazione del tessuto tiroideo 
residuo. 
a
 p<0,001 
b: ≤6, c : >6 e ≤30, d: >30 IU/ml 
e: ≤20, f:  >20 e ≤40, g: >40 IU/ml  
h: ≤1,2, i: >1,2 e ≤4, l: >4 IU/ml  
m: ≤96, n: >96 e ≤150, o: >150 IU/ml  
p: ≤40, q: >40 e ≤60, r: >60 IU/ml 
s: ≤49,t: >49 e ≤70, u: >70 IU/ml  
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Tabella 2 
 
 
 
Tabella 2. Cut-off di positività ed interferenza degli AbTg per valori di Tg indosabile. 
 a: p<0,0001 
 b: inferiore alla sensibilità funzionale del saggio. 
c: Valore degli AbTg per la diagnosi di malattie tiroidee autoimmuni;  
d: Valore degli AbTg che meglio discrimina tra Tg dosabile ed indosabile in accordo ai valori di sensibilità e 
specificità, calcolati con l’analisi delle curve ROC. 
e: Valori medi con 95% CI.  
 
 
 
  Cut-off di positivitàc  Cut-off di interferenzad 
AbTg 
kit 
AUC Valore 
(IU/ml) 
Sensibilitàe 
(%) 
Specificità e 
(%) 
Valore e  
(IU/ml) 
Sensibilità e 
(%) 
Specificità e 
(%) 
IMA1 0,862a 30 63,3 (48,3-76,6) 93,8 (88,1-97,3) 9,3 85,7 (72,8 – 94,1) 80,5 (72,5 - 86,9) 
IMA2 0,815a 40 61,2 (46,2 -74,8) 92,2 (86,1- 96,2) 41 61,2 (46,2 -74,8) 92,2 (86,1- 96,2) 
IMA3 0,830a 4 57,1 (42,2-71,2) 93,0 (87,1-96,7) 1,3 77,6 (63,4 – 88,2) 85,9 (78,7 - 91,4) 
RIA1 0,801a 150 34,7 (21,7-49,6) 92,2 (86,1-96,2) 52b 83,7 (70,3 – 92,7) 67,2 (58,3 - 75,2) 
RIA2 0,744a 60 28,6 (16,6-43,3) 93,8 (88,1-97,3) 0,0 63,3 (48,3 – 76,6) 83,6 (76,0 - 89,5) 
RIA3 0,790a 70 42,9 (28,8-53,8) 90,6 (84,2-95,1) 0,0 77,6 (63,4 – 88,2) 75,8 (67,4 - 82,9) 
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  Tabella 3 
 
 
Tabella 3.  
Valori di Tg e AbTg in 10 pazienti con CDT e metastasi. 
 a: alla TAC totale corporea;   
b: all’ecografia del collo e all’ agoaspirazione (FNAb).  
c: inferiore alla sensibilità funzionale dei saggi. 
d: metastasi ossee  
e: metastasi polmonari.  
 
 
 
 
 
Paziente Linfonodi 
metastatici  
Metastasi 
a distanza 
 
Tg 
(ng/ml) 
AbTg 
IMA1     IMA2      IMA3     RIA1      RIA2     RIA3 
1d - + (a) 106 0 0 0 57c 0 0 
2e - + (a) 0 167 93 11 103 c 20 c 0 
3e + (a) + (a) 71 0 0 0 49 c 0 0 
4 + (b) - 98 0 0 0 32 c 0 0 
5 + (b) - 13,6 0 42 0 64 c 21 c 22 c 
6 + (b) - 5,3 0 21 0 0 0 0 
7 + (b) - 25 0 22 0 0 0 29 c 
8 + (b) - 42 0 0 0 39 c 0 24 c 
9 + (b) - 0 342 100 89 289 107 136 
10 + (ab) - 2,5 0 0 0 21 c 0 0 
  32 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 4. 
Concentrazione degli ormoni tiroidei, TSH, AbTPO, TRAb e Volume tiroideo stimato (VTS) dei pazienti con MB 
al momento del trattamento con 131I (giorno 0) e 15, 30, 45, 60, 75 e 90 giorni dopo di esso. I valori sono 
espressi come Mediana e IQR. 
 
 
 
 
 
Giorno 0 15 30 45 60 75 90 
FT4 (pg/mL) 11,1±4,6 11,2±8,3 9,6±4,2 7,3±5,7 6,5±4,7 9,0±4,3 10,7±6,4 
FT3 (pg/mL) 4,9±4,5 3,7±1,3 3,5±0,85 3,0±1,6 2,6±1,3 2,9±1,1 3,1±1,0 
TSH (μU/mL) 0,06±2,1 0,01±1,4 0,48±3,6 5,02±18,5 7,4±27,0 10,7±26,5 8,2±21,2 
AbTPO (IU/mL) 76±252 84±186 76±171 73±157 185±241 380±668 662±616 
TRAb (IU/mL) 4,9±14,6 4,6±12,1 5,1±11,3 6,3±16,9 9,0±44,1 12,3±33,1 14,7±52,6 
Volume tiroideo stimato 
(VTS) (mL) 
17,0±9,5 - 11,5±6,0 - 9,0±5,3 - 7,0±6,8 
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